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(§4) Nouveaux polypeptides blologlquement actlfs, leur preparation et composition pharmaceutlque les cove- 
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B7) La presente invention conceme des polypeptides re- 
combinants biologiquement actifs essentiellement compo- 
ses d'au moins une partje active dertvee d'un polypeptide, 
nature! ou artificial, ayant une activite bologique, inseree 
dans une albumine ou un variant d'albumlne, leur prepara- 
tion et des compositions pharmaceutiques les contenant 
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La presente invention conceme de nouveaux polypeptides biologiquement 
actifs, leur preparation et des compositions pharmaceutiques les contenant. 

Quoique possedant une ou plusieurs activites therapeutiques potentielles, 
de nombreux polypeptides ne peuvent, malheureusement, pas fitre explores 

5 pharmaceutiquement. Ceci peut avoir differentes raisons, telles que notamment 
leur faible stabilite in vivo, leur structure complexe ou fragile, la difficulte de les 
produire a une echelle industriellement acceptable, etc... De meme, certains 
polypeptides ne donnent pas les resultats attendus in vivo en raison de problemes 
cfadministration, de conditionnement, de pharmacocinetique etc... 

10 La presente invention a precisement pour objet de remedier a ces 

inconvenients. 

Elle vise notamment ("elaboration de proteines artificielles biologiquement 
actives permettant une exploitation optimale, sur le plan therapeutique, des 
proprietes biologiques de ces polypeptides. 

15 La Demanderesse a ainsi mis en evidence qu'il ^st possible dlnserer par 

voie genetique toute structure active, derivee d*un polypeptide biologiquement 
actif, dans une autre structure proteique consfrtuee d'albumine, sans en alterer 
lesd'rtes proprietes biologiques. De maniere inattendue, la serum-albumine 
humaine permet de presenter efficacement la structure active a ses sites 

20 (finteraction et d'assurer une stabilite plasmatique elevee au polypeptide 
recombinant de ('invention. 

Plus precisement, la presente invention conceme un polypeptide 
recombinant comportant au moins une partie active derivee d*un polypeptide, 
naturel ou artificiel, biologiquement actif, genetiquement ins§ree dans une 
25 albumine ou un de ses variants ou derives. 

Par variant de I'albumine, on entend designer selon la presente invention 
toute proteine a haute demie-vie plasmatique obtenue par modification, a I'aide des 
techniques du genie genetique. d'un gene codant pour un isomorphe donne de la 
serum-albumine humaine, ainsi que toute macromolecule a haute demie-vie 
30 plasmatique obtenue par modification in vitro de la proteine codee par de tels 
genes. (Par modification, on doit entendre toute mutation, substitution, deletion, 
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addition ou modification de nature genetique et/ou chimique). L'albumine etant tres 
polymorphe, de nombreux variants naturels ont ete identifies et repertories 
[Weitkamp LR. et al., Ann. Hum. Genet 22. (1 973) 219]. 

En ce qui concerne les derives d'albumine, il s'agit plus particulierement 
5 de molecules cornportant tout ou partie de l'albumine, fusionnee le cas echeant a 
au moins une sequence polypeptidique provenant d'un gene naturel ou artificiel, 
elle meme dotee ou non cfune activite biologique. 

Dans la suite de la description, les differents types d'albumines explicites 
ci-dessus sont communement designes sous le terme albumine. 

10 Au sens de la presente invention, il est entendu par partie active, une 

partie possedant une activite qui peut sort etre directe (traitement des maladies, 
diagnostic, recherche biologique, capteurs...). ou indirecte (par exemple utilisable 
dans la prevention des maladies, dans la conception des vaccins, dans les 
techniques de I'imagerie medicate etc.). 

15 Les parties actives de polypeptides biologiquement actifs, insferees selon 

rinvention, presentent de preference un interet therapeutique. 

Les polypeptides possedant une activite therapeutique peuvent etre 
d'origine humaine ou non. 

A titre representatif des polypeptides d'origine non humaine, on peut citer 
20 des peptides ou leurs derives, possedant des proprietes potentiellement utiles 
dans les pathologies des compartiments sanguins et interstitiels, tels que I'hirudine, 
la trigramine, I'antistatine, les peptides anticoagulant des tiques (TAP), Tarietine, 
Tapplagine etc.... 

Selon un mode privilegie de I'invention, le polypeptide ayant une activite 
25 therapeutique est un polypeptide d'origine humaine ou un variant moleculaire. Par 
exemple, il peut s'agir de tout ou partie, d'un enzyme, d'un inhibiteur cfenzyme, 
d'un antigene, d'un anticorps, d'une hormone, d'un recepteur, (fun facteur 
intervenant dans le contrSle de la coagulation, d'un interferon, d'une cytokine [les 
interteukines, mais aussi leurs variants antagonistes naturels de leur fixation au(x) 
30 recepteur(s), les cytokines de type SIS (small induced secreted) et par exemple les 
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proteines inflammatoires des macrophages (les MIPs), etc.], d'un facteur de 
croissance et/ou de differentiation [et par exemple les facteurs de croissance 
transformants (les TGFs), les facteurs de differentiation des cellules sanguines 
(erythropoietine. M-CSF, G-CSF, GM-CSF etc.), I'insuline et les facteurs de 

5 croissance qui lui ressemblent (les IGFs), ou encore les facteurs de permeabilite 
cellulaire (VPF/VEGF), etc.], d'un facteur implique dans la genese/resorption des 
tissus osseux (OIF et osteospontine par exemple), cfun facteur implique dans la 
motilite ou la migration cellulaire [et par exemple le facteur de mobilHe autocrine 
(AMF), le facteur de stimulation de la migration (MSF). ou encore le facteur de 

10 dispersion (scatter factor/facteur de croissance des hepatocytes)], d'un facteur 
bactericide ou antifongique, d'un facteur chimiotactique [et par exemple le facteur 
plaquettaire 4 (PF4), ou encore les peptides chemoattractants des monocytes 
(MCP/MCAF) ou des neutrophils (NCAF), etc.], d'un facteur cytostatique (et par 
exemple les proteines qui se fixent aux galactosides), d'une molecule adhesive 

15 plasmatique (et par exemple le facteur de von Willebrand, le fibrinogene etc.) ou 
interstitielle (laminine, tenascine, vitronectine, etc..) ou des matrices 
' extracellulaires, ou encore toute sequence peptidique (antagonist* ou agoniste 
^interactions moleculaires et/ou intercellulaires impliquees dans les pathologies 
des compartments circulatoires et interstitiels et par exemple la formation des 

20 thrombus arteriels et veineux, les metastases cancereuses, fangiogenese 
tumorale, le choc inflammatoire, les maladies autoimmunes, les pathologies 
osseuses et osteo-articulaires etc.. 

Bien entendu, la partie active des polypeptides de Finvention peut etre 
constitute par le polypeptide entier biologiquement actif ou par une structure 

25 derivee de celui-ci ou encore correspondre a une sequence peptidique non 
naturelle, isolee par exemple a partir de banques peptidiques aleatoires. (Pour des 
raisons de simplification, ces differentes possibilites seront couvertes dans ce qui 
suit sous la designation commune "partie active d'un peptide biologiquement 
actif".) Au sens de la presente invention, on entend par structure derivee tout 

30 polypeptide obtenu par modification et conservant une activite biologique. Par 
modification, on doit entendre toute mutation, substitution, deletion, addition ou 
modification de nature genetique et/ou chimique. De teis derives peuvent etre 
generes dans des buts differents, tels que notamment celui d'augmerrter I'affinite 
de la molecule pour ses sites de fixation, celui d'ameliorer ses niveaux de 
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production, celui d'augmenter sa resistances aux proteases, celui d'augmenter son 
efficacite therapeutique ou encore de reduire ses effets secondares, ou celui de lui 
conferer de nouvelles proprietes biologiques. A titre d'exemple, les polypeptides 
chimeres de rinvention possedent des proprietes pharmacocinetiques et une 
5 activite biologique utilisabie pour la prevention ou le traitement des maladies. 

Des polypeptides de I'invention, particulierement avantageux. sont ceux 
dans lesquels la partie active presente : 

(a) la structure peptidique entiere ou, 

(b) un fragment de (a) ou une structure derivee de (a) par modification 
10 structurale (mutation, substitution addition et/ou deletion d'un ou plusieurs residus) 

et possedant une activite therapeutique. 

Parmi les structures du type (b), on peut citer plus particulierement les 
molecules dans lesquelles certains sites de N- ou Oglycosylation ont ete modifies 
ou supprimes. les molecules dans lesquelles un ou plusieurs residus ont ete 

15 substitues, ou les molecules dans lesquelles tous les residus cysteine ont ete 
substitues. On peut citer egalement des molecules obtenues a partir de (a) par 
deletion de regions n'intervenant pas ou peu dans ["interaction avec les sites de 
liaison consideres, ou exprimant une activite indesirable, et des molecules 
comportant par rapport a (a) des residus supplementaires, tels que par exemple 

20 une methionine N-terminale et/ou un signal de secretion et/ou un peptide de 
jonction. 

L'objet de la presente invention est particulierement avantageux pour les 
peptides actifs trop petits pour former un domaine structural et/ou ne possedant 
pas une bonne stabilite in vivo et/ou une bonne biodisponibil'rte. Llnsertion 
25 proposee selon I'invention, permet de les associer a un ou des domaine(s) pre- 
existant(s) de I'albumine et de beneficier ainsi de la biodisponibilite et de la stabilite 
in vivo de celle-ci. 

De maniere generale, la taille des parties actives inserees dans I'albumine 
varie entre trois a vingt cinq residus d'acides amines. Toutefois, des sequences 
30 allant de 1 residu a 100 residus peuvent egalement etre utilisees. 

L'insertion d'une partie active de peptide dans la sequence peptidique de 
I'albumine est realisee selon I'invention de maniere a satisfaire aux deux conditions 
suivantes: 
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II doit §tre presen/6 a ladite partie active. inse>6e au sein de I'aJbumine. 
une accessibilite suffisante afin de lui conserver intacte son activite biologique. Par 
ailleurs, la structure de I'albumine ne doit pas non plus subir une destabilisation 
trop importante qui serait bien entendu prejudiciable au polypeptide recombinant 
5 dit la chimere. 

Les sites d'insertion sont preferentiellement selectionnes au sein de 
I'albumine en respectant les precedents imperatrfs. 

Selon la structure cristalline publiee par He et Carter (Nature 1992, 358. 
209-215) I'aJbumine est formee de la repetition de 3 domaines comprenant chacun 
10 deux sous-domaines et elle contient plus de 67% dfielices alpha. Chacun des 
domaines est superposable aux autres et est forme de 10 helices notees de hi a 
h10. Le sous-domaine A comporte les helices hi a h6 et le sous-domaine B, les 
helices h7 a h10. Chaque sous domaine est forme par un motif commun: hi, h2. 
h3. h4 pour le domaine A et h7, h8, h9 et h10 pour le domaine B. Les petites 
15 helices h5 et h6 supplementaires sont liees par un pont disulfure au sous domaine 
A. La figure 1 rend compte de maniere schematique de la structure de ralbumine 
humaine. 

Les sites d'insertion sont de preference localises dans les regions de 
Talbumine presumees former des regions exposees a la surface de la molecule, 
20 ces regions etant preferentiellement des boucles. 

A titre de sites d'insertion convenant tout particulierement a rinvention, on 
peut mentionner trois regions du premier domaine : 

- la region 5 qui s'etend du residu 57 a 62 et qui correspond a une boucle reliant 
les deux helices h3 et h4 ; 

25 - la region 8 comprenant les residus 103 a 120 et conrespondant a la zone inter 
sous-domaines. 

- la region 13 comprise entre les residus 178 et 200 et qui correspond a une 
helice. 

Les helices h2 et h3 du domaine III delimitent egalement, du residu 419 au 
30 residu 430, une autre region d'insertion envisageable selon rinvention. 

Une partie active de peptide biologiquement actif peut etre inseree selon 
trois modes diff6rents dans la sequence peptidique de I'albumine. 
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- II peut s'agir d'une insertion stride consistant en une simple addition de la 
sequence du peptide d'interet dans la sequence d'origine de I'albumine qui est 
conservee dans sa totalite. 

- (.Insertion peut correspondre a une substitution d'une portion de la sequence 
5 peptidique de I'albumine par la sequence peptidique correspondant a la partie 

active du peptide d'interet. 

- Enfin, il peut s'agir d'une insertion combinant une addition d'une partie de la 
sequence peptidique active et une substitution d'une portion de la sequence 
peptidique de I'albumine par le reste de la partie active du peptide actif. 

10 La figure 2 rend compte d'une maniere schematique de ces drfferents 

modes cfinsertion. 

Bien entendu, la partie active d'un peptide biologiquement actif peut 6tre 
repetee plusieurs fois dans la chimere au meme endroit et/ou dans des regions 
differentes de falbumine. De meme, il est egalement possible cfinserer selon 
15 Hnvention des parties actives differentes, soit issues d'un meme peptide ou de 
peptides differents. 

Enfin, une partie active des peptides selon I'in^ention peut etre inseree 
soit strictement au sein de I'albumine soit entouree de sequences de jonction. 

En ce qui concerne ces sequences de jonction, il peut notamment s'agir 
20 de sequences peptidiques riches en residus glycine et/ou en residus serine et/ou 
en residus threonine et/ou tout residu d'acide amine decrit comme frequemment 
rencontre dans les zones de flexibility dans les proteines. 

Les polypeptides recombinants de I'invention s'averent tout 

25 particulierement avantageux. 

lis permettent de maintenir dans I'organisme une activite biologique 
donnee pendant un temps prolonge. II s'avere ainsi possible de reduire les doses 
administrees et. dans certains cas, de potentialiser I'effet therapeutique, par 
exempie en reduisant les effets secondaires consecutifs a une administration plus 

30 importante. lis permettent avantageusement de generer et cfutiliser des structures 
derivees de polypeptides biologiquement actifs tres petites et done tres specifiques 
d'un effet recherche. Ces polypeptides recombinants possedent par ailleurs une 
repartition particulierement avantageuse dans I'organisme, ce qui modifie leurs 
proprietes pharmacocinetiques et favorise le developpement de leur activft6 
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biologique et leur utilisation, lis presentent egalement I'avantage d'etre faiblement 
ou non-immunogeniques pour I'organisme dans lequel ils sont utilises. Finalement, 
les polypeptides de 1'invention peuvent etre exprimes (et preferentiellement 
secretes) par des organismes recombinants, a des niveaux permettant leur 
5 exploitation industrieile. 

Un autre objet de I'invention concerne un precede de preparation des 
molecules chimeres decrites ci-avant. Plus precisement. ce precede consiste a 
faire exprimer par un hote cellulaire eucaryote ou procaryote une sequence 
nucleotidique codant pour une partie active d'un polypeptide desire, puis a recolter 

10 le polypeptide produit. 

Parmi les h6tes eucaryotes utilisables dans le cadre de la presente 
invention, on peut citer les cellules animales, les levures, ou les champignons. En 
particulier, s'agissant de levures, on peut citer les levures du genre 
Saccharomyces. KluyyefQmyces, Eicbja, Schwanniomvces. ou Hansenula . 

15 S'agissant de cellules animales, on peut citer les cellules COS, CHO. CI27, etc... 
Parmi les champignons susceptibles d'etre utilises dans la presente invention, on 
peut citer plus particulierement Aspergillus ssp. ou Trichoderma ssp. Comme hdtes 
procaryotes, on prefere utiliser les bact6ries telles que Escherichia c.n\\ 0 u 
appartenant aux genres Corvnebacterium . Bacillus, ou Streptomvces . 

20 Les sequences nucleotidiques utilisables dans le cadre de la presente 

invention peuvent etre preparees de differentes manieres. Generalement, elles 
sont obtenues en assemblant en phase de lecture les sequences codant pour 
chacune des parties fonctionnelles du polypeptide. Celles-ci peuvent etre isolees 
par les techniques de Thomme de I'art, et par exemple directement a partir des 

25 ARN messsagers (ARNm) cellulaires, ou par reclonage a partir d'une banque 
cfADN cbmplementaire (ADNc), ou encore il peut s'agir de sequences 
nucleotidiques totalement synthetiques. II est entendu de plus que les sequences 
nucleotidiques peuvent egalement etre ulterieurement modifiees, par exemple par 
les techniques du genie genetique, pour obtenir des derives ou des variants 

30 desdites sequences. 

Llnsertion de cette sequence nucleotidique, codant pour la partie active 
du polypeptide, peut etre realisee directement ou non, selon la region choisie pour 
site d'insertion, dans le gene codant pour I'albumine. 
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La region selectionnee peut, en effet, ne pas comporter de site de 
restriction adequat a la realisation de ladite insertion. Dans cette hypothese, il peut 
s'averer interessant, prealablement a I'insertion, d'introduire un ou plusieurs sites 
de restriction uniques. La creation de sites de restriction, au niveau de la region 
5 choisie pour site d'insertion, se fait de preference par mutagenese dirigee selon 
des techniques classiques. Toutefois on peut egalement inserer la sequence 
nucleotidique correspondant a "la partie active du polypeptide biologiquement actif" 
cSrectement par mutagenese dirigee sans que reinsertion ne fasse apparartre de 
sites de restriction particuliers. 

10 Dans le cas particulier de la region 5 du gene codant pour I'albumine, la 

presence du site de restriction PVull autorise I'insertion directe de la sequence 
nucleotidique. II se revele done particulierement utile comme site de clonage <fune 
partie active d'un polypeptide que Ton souhaite inserer en phase traductionnelle 
dans la sequence de I'albumine au niveau du 57 6me residu. 

15 Dans ce mode d'insertion, mettant a profit un site de restriction unique 

deja existant dans la sequence d'origine de I'albumine, la ligature de la sequence 
codant pour le peptide actif avec le fragment de restriction, correspondant a la 
total Ke du gene codant pour I'albumine, genere une sequence nucleotidique 
comportant un gene hybride codant pour une proteine chimere du type SAH 

20 insertion stricte. 

Dans le cas particulier de la zone 419 a 430, la presence de 2 sites uniques 
d'insertion, (Hincll et Arvll) permet d'inserer et/ou substituer les peptides d'interet 
biologique a la sequence de ralbumine. 

En ce qui concerne plus particulierement les regions 8 et 13, I'insertion de 

25 ladite sequence est favorisee si Ton y cree prealablement un ou des sites de 
restriction manipulates. Bien entendu, les sites de restriction a creer au niveau de 
la sequence sont choisis en tenant compte de la nature des sites de restriction deja 
existants. lis doivent conduire a une insertion selective. 

Dans ce second mode de realisation, Pemploi de deux sites de restriction 

30 uniques permet de construire des genes codant pour des chimeres ayant le 
peptide actif en insertion et/ou en substitution. L'insertion du peptide se fait par 
remplacement d'un fragment borne de deux sites de restriction uniques, dans 
TADN complementaire de I'albumine, inseres par mutagenese dirigee. Ces deux 
sites de restriction uniques pourront etre. Mst I et Kpn I, dans la region 8 et Sst I et 
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Xho I dans la region 13. La creation de ces sites de restriction petit ou non modifier 
la sequence polypeptidique de I'albumine humaine. Le clonage subsequent du 
peptide actif en phase codante dans ce gene de I'albumine petit etre 
exclusivement la sequence codante du peptide ou peut correspondre a un 
5 panachage de la sequence codante du peptide et de la sequence codante du 
fragment delete de I'albumine. 

La presente invention vise egalement la protection des variants de 
sequences nucleotidiques codant pour I'albumine correspondante c'est a dire 
10 integrant au moins un site de restriction unique non naturel c'est a dire non present 
dans la sequence d'origine. 

Avantageusement, la creation de ces sites de restriction peut servir par la 
suite a rinsertion d'un ou plusieurs parties actives de polypeptide^) biologiquement 
actif(s) dans la proteine mature. 

15 

Plus preferentiellement, dans le procede de I'invention. la sequence 
nucleotidique fait partie d'une cassette d'expression comprenant une region 
dlnrtiation de la transcription (region promoteur) permettant, dans les cellules 
notes. I'expression de la sequence nucleotidique placee sous son contrdle et 

20 codant pour les polypeptides de I'invention. Cette region peut provenir de regions 
promoteurs de genes fortement exprimes dans la cellule hdte utilisee, r expression 
etarrt constitutive ou regulable. S'agissant de levures, il peut s'agir du promoteur du 
gene de la phosphoglycerate kinase (PGK) . de la glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (GPP) , de la lactase (LAC4 ). des enolases fENO) . des aJcools 

25 deshydrogenases (ADH) . etc... S'agissant de bacteries, il peut s'agir du promoteur 
des genes droit ou gauche du bacteriophage lambda (Pi_. PR), ou encore des 
promoteurs des genes des operons tryptophane (Ptrp) ou lactose (P|ac)* En outre, 
cette region de controle peut etre modifiee, par exemple par mutagenese in vitro. 
par introduction d'elements additionnels de contrdle ou de sequences 

30 synthetiques, ou par des deletions ou des substitutions des elements originels de 
contrdle. La cassette d'expression peut egalement comprendre une region de 
terminaison de la transcription fonctionnelle dans I'hote envisage, pos'rtionnee 
immediatement en aval de la sequence nucleotidique codant pour un polypeptide 
de I'invention. 
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Dans un mode prefere, les polypeptides de I'invention resultent de 
rexpression dans un note eucaryote ou procaryote d'une sequence nucleotidique 
et de la secretion du produit d'expression de ladite sequence dans le milieu de 
culture. II est en effet particulierement avantageux de pouvoir obtenir par voie 
5 recombinante des molecules directement dans le milieu de culture. Dans ce cas. la 
sequence nucleotidique codant pour un polypeptide de I'invention est precedee 
d'une sequence 'leader* (ou sequence signal) dirigeant le polypeptide naissant 
dans les voies de secretion de I'hote utilise. Cette sequence "leader" peut etre la 
sequence signal naturelle du polypeptide biologiquemenl actif dans le cas ou celui- 

10 ci est une proteine naturellement secretee, ou cede de la structure stabilisatrice, 
mais il peut egalement s'agir de toute autre sequence 'leader* fonctionnelle, ou 
d'une sequence 'leader* artificielle. Le choix de I'une ou I'autre de ces sequences 
est notamment guide par I'hote utilise. Des exemples de sequences signal 
fonctionnelles incluent celles des genes des pheromones sexuelles ou des toxines 

15 'killer* de levures. 

En plus de la cassette d'expression, un ou plusieurs marqueurs 
permettant de selectionner Phdte recombine peuvent etre additionnes, tels que par 
exemple le gene LEA3 de la levure S. cerevisiae. ou des genes conferant la 
resistance a des antibiotiques comme la geneticine (G418) ou a tout autre 
20 compose toxique comme certains ions metalliques. 

L'ensemble constitue par la cassette d'expression et par le marqueur de 
selection peut etre introduit directement dans les cellules hdtes considerees, soit 
insere prealablement dans un vecteur autoreplicatif fonctionnel. Dans le premier 
cas, des sequences homologues a des regions presentes dans le gendme des 

25 cellules hdtes sont preferentieilement additionnees a cet ensemble; lesdites 
sequences etant alors positionnees de chaque cdte de la cassette d'expression et 
du gene de selection de facon a augmenter la frequence d'integration de 
("ensemble dans le gendme de I'hote en ciblant I'integration des sequences par 
recombinaison homologue. Dans le cas ou la cassette d'expression est inser6e 

30 dans un systeme replicatif, un systeme de replication prefere pour les levures du 
genre Kluyveromyces est derive du plasmide pKD1 initialement isole de 
K.drosophilarum : un systeme prefere de replication pour les levures du genre 
Saccharomyces est derive du plasmide 2u de S. cerevisiae . De plus, ce plasmide 
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depression peut contenir tout ou partie desdits systemes de replication, ou peut 
combiner des elements derives du plasmide pKD1 aussi bien que du plasmide 2u. 

En outre, les plasmides d'expression peuvent etre des vecteurs navettes 
entre un h6te bacterien tel que Escherichia ro-|i e t la cellule hote choisie. Dans ce 
cas, une origine de replication et un marqueur de selection fonctionnant dans rhote 
bacterien sont requises. II est egalement possible de positionner des sites de 
restriction entourant les sequences bacteriennes et uniques sur le vecteur 
d'expression: ceci penmet de supprimer ces sequences par coupure et religature in 
yjiro. du vecteur tronque avant transformation des cellules h6tes. ce qui pent 
resuKer en une augmentaUon du nombre de copies et en une stabilite accrue des 
plasmides d'expression dans lesdits hotes. Par exemple, de tels sites de restriction 
peuvent correspondre aux sequences telles que 5'-GGCCNNNNNGGCC-3" (SOD 
ou S'-GCGGCCGCS' (Ucjl) dans la mesure ou ces sites sont extremement rares et 
generalement absents (fun vecteur d'expression. 

Apres construction de tels vecteurs ou cassette d'expression, ceux-ci sont 
introduits dans les cellules hotes retenues selon les techniques classiques decrites 
dans la litterature. A cet egard, toute methode permettant d'introduire un AON 
etranger dans une cellule peut etre utilisee. II peut s'agir notamment de 
transformation, electroporation, conjugaison, ou toute autre technique connue de 
Thomme de Tart. A titre d'exemple pour les h6tes de type levure, les differentes 
souches de Kluyverpmyces utilisees ont ete transformees en traitant les cellules 
entieres en presence d'acetate de lithium et de polyethylene glycol, selon la 
technique decrite par Ito et a!. [J. Bacteriol. 152 (1983) 163]. La technique de 
transformation decrite par Durrens et al. [Curr. Genet. Ifi (1990) 7] utilisant 
Tethylene glycol et le dimethylsulfoxyde a egalement ete utilisee. II est aussi 
possible de transformer les levures par electroporation, selon la m6thode decrite 
par Karube et al. [FEBS Letters 13Z (1985) 90]. Un protocole alternatif est 
egalement decrit en detail dans les exemples qui suivent. 

Apres selection des cellules transformees. les cellules exprimant lesdits 
polypeptides sont inoculees et la recuperation desdits polypeptides peut etre faite. 
sort au cours de la croissance cellulaire pour les precedes "en continu", sort en fin 
de croissance pour les cultures *en lots" ("batch"). Les polypeptides qui font Tobjet 
de la presente invention sont ensuite purifies a partir du surnageant de culture en 
vue de leur caracterisation moleculaire, pharmacocinetique et biologique. 
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Un systeme d'expression prefere des polypeptides de rinvention consiste 
en rutilisation des levures du genre Kluweromyres , comme cellule hdte, 
transform6es par certains vecteurs derives du replicon extrachromosomique pKD1 
inhialement isole chez K, marxianus var. drosoohilarnm Ces levures, et en 
particulier K. lactiS et K. fragilis sont generalement capables de repliquer lesdits 
vecteurs de facon stable et possedent en outre I'avantage d'etre incluses dans la 
Bste des organismes G.R.A.S. ('Generally Recognized As Safe"). Des levures 
privilegjees sont preferentiellement des souches industrielles du genre 
KlUYverpmyces capables de repliquer de facon stable lesdits plasmides derives du 
plasmide pKD1 et dans lesquels a ete insere un marqueur de selection ainsi 
qu'une cassette d'expression permettant la secr6tion a des niveaux eleves des 
polypeptides de I'invention. 

La presente invention concerne egalement les sequences nucleotidiques 
codant pour les polypeptides chimeres decrits ci-avant, ainsi que les cellules 
recombinantes, eucaryotes ou procaryotes, comprenant de telles sequences. 

La presente invention concerne aussi I'application a titre de medicament 
des polypeptides selon la presente invention. Plus particulierement, rinvention a 
pour objet toute composition pharmaceutique comprenant un ou plusieurs 
polypeptides ou sequences nucleotidiques tels que decrits ci-avant. Ces 
compositions pharmaceutiques peuvent se presenter sous forme de diverses 
formulations. II peut notamment s'agir de nanoparticules a la surface desquelles 
sont presents des polypeptides selon I'invention. Ce type de formulation est plus 
particulierement utilise pour effectuer des ciblages diriges en principe actif. Bien 
entedu, les sequences nucleotidiques peuvent etre utilisees en therapie genique. 

La presente invention sera plus completement decrite a I'aide des 
ex em pies qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non 
limitatrfs. 

LISTE DES RGURPS 

Les representations des plasmides indiquees dans les Figures suivantes ne sont 
pas tracees a rechelle et seuls les sites de restriction importants pour la 
comprehension des clonages realises ont ete indiqu6s. 
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Figure 1 : Representation schematique du domaine I de I'albumine avec localisation 
de sites dlnsertion selon Hnvention. * signale la localisation du site dlnsertion h2- 
h3 dans le domaine III. Les chiffres 5, 8 et 13 identifier^ les zones dlnsertion 
correspondantes. 

5 Figure 2 : Representation schematique de differents modes cTinsertion d'un peptide 
actif dans la structure de I'albumine. 

Figure 3: Plasmide pYG 1 05. 

Figure 4: Modification de la region 5 de I'albumine suite a I'insertion de la sequence 
codant pour IEGR telle que decrite dans I'exemple 8.1 . Les modifications figurent 
10 en caracteres gras. [.'emplacement des sites de restriction modifies ou apportes 
sont indiques par un trait horizontal et la position de coupure des enzymes 
correspondant par un trait vertical. 

Figure 5: Strategic de clonage pour I'insertion de IEGR dans la region 5 (exemple 
8.1). \ 

15 Figure 6: Strategic de clonage pour I'insertion d'un peptide actif dans la region 1 3 
de I'albumine. 



EXEMPLES 

20 TECHNIQUES GENERALES DE CLONAGE 

Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles que les 
extractions preparatives cTADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique 
en gradient de chlorure de cesium, I'electrophorese sur gels d'agarose ou 
rfacrylamide, la purification de fragments d'ADN par electrocution, les extraction 
25 de protein es au phenol ou au phenol-chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu 
salin par de I'ethanol ou de I'isopropanol, la transformation dans Escherichia coli 
etc ... sont bien connues de I'homme de metier et sont abondament decrites dans 
la litterature [Maniatis T. et al., 'Molecular Cloning, a Laboratory Manual*, Cold 
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1982 ; Ausubel F.M. et al. 
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(eds). "Current Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 
19871. 

Les enzymes de restriction ont ete foumies par New England Biolabs 
(Biolabs), Bethesda Research Laboratories (BRL) ou Amersham et sont utilisees 
5 selon les recommandations des foumisseurs. 

Les plasmides de type pBR322, pUC et les phages de la serie M13 sont 
cforigine commerciale (Bethesda Research Laboratories). 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN sont separes selon leur taille par 
electrophorese en gels d'agarose ou cfacrylamide, extraits au phenol ou par un 
10 melange phenol/chloroforme. precipites a I'ethanol puis incubes en presence de 
TADN ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du fournisseur. 

Le remplissage des extremites 5' proeminentes est effectue par le fragment 
de Klenow de I'ADN Polymerase I d'fL_£gJi (Biolabs) selon les specifications du 
fournisseur. La destruction des extremites 3' proeminentes est effectuee en 
15 presence de I'ADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisee selon les 
recommandations du fabricant. La destruction des extremites 5" proeminentes est 
effectuee par un traitement menage par la nuclease S1 . 

La mutagenese dirigee in vitro par oligodeoxynucleotides synthetiques est 
effectuee selon la methode developpee par Taylor et al. [Nucleic Acids Res. IS 
20 (1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amersham. Cette technique est 
notamment mise en oeuvre, dans le cadre de la presente invention, pour creer des 
sites de restriction uniques en vu d'une insertion subsequente. 

^amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de 
PGR [Edymerase-catalyzed Chain Reaction. Saiki R.K. et al.. Science 22Q (1985) 
25 1350-1354; Mullis K.B. et Faloona F.A., Meth. Enzym. 155 (1987) 335-350] est 
effectuee en utilisant un "DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les 
specifications du fabricant. 

La verification des sequences nucleotidiques est effectufee par la methode 
developp6e par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 24 (1977) 5463-5467] en 
30 utilisant le kit distribue par Amersham. 

Les transformations de K. lactis avec I'ADN des plasmides (fexpression des 
proteines de la presente invention sont effectuees par toute technique connue de 
rhomme de I'art, et dont un exemple est donne dans le texte. 
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Sauf indication contraire, les souches bacteriennes utilisees sont E. coli 
MC1060 (laclPOZYA, X74, gaJU, galK. sirA r ). ou E. coli TG1 (lac diqA,B. suoE. foL 

hsdD5 / FnaD36. ciqa + b + . laci^. jacz, mi 5). 

Les souches de levures utilisees appartiennent aux levures 
5 bourgeonnantes et plus particulierement aux levures du genre Kluweromyces. Les 

souche K. lactis MW98-8C (a. uraA . arg. jyjs, K+, pKD1°) et K. lactis CBS 293.91 

ont ete particulierement utilisees; un echantillon de la souche MW98-8C a ete 

depose le 16 Septembre 1988 au Centraalbureau voor Schimmelkulturen (CBS) a 

Baarn (Pays Bas) ou il a ete enregistre sous le numero CBS 579.88. 
10 Une souche bacterienne (E. coli) transformee avec le pJasmide pET-8c52K 

a ete deposes le 17 Avril 1990 aupres de l'American Type Culture Collection sous 

le numero ATCC 68306. 

Les souches de levures transformees par les plasmides cfexpression 

codant pour les proteines de la presente invention sont cultivees en erienmeyers 
15 ou en fermenteurs pilotes de 21 (SETRIC, France) a 28°C en milieu riche (YPO: 1% 

yeast extract, 2% Bactopeptone, 2% glucose; ou YPL: 1% yeast extract, 2% 

Bactopeptone, 2% lactose) sous agitation constante. \ 



20 EXEMPLE 1: 

PROTOCOLE D'INSERTION STRICTE DE PEPTIDE EN UTIUSANT UN SITE DE 
RESTRICTION UNIQUE, PRESENT DANS LE GENE DE LA SAH. 

De par son unicite dans le gene HSA et le vecteur associe. le site Pyu ll 
25 localise naturellement dans la sequence cod ante, est particulierement utile comme 
site de clonage d'un peptide biologiquement actif que Ton desire inserer en phase 
traductionnelle dans la SAH au niveau du 58 l6me residu. Dans un mode de 
realisation particulier, il est utile d'employer des peptides de p residus dont la 
sequence codante est [3xN] p . Dans ce cas, les oligonucleotides synthetises sont 
30 du type 5'-NN [3xN] p N-3" et son brin complementaire. La ligature de ce fragment 
avec le fragment de restriction Hindlll-Hindlll A Pvull, correspondant a la totaIKe du 
gene codant pour la SAH, genere un fragment de restriction Hindlll- Hind lll 
comportant un gene hybride codant pour une proteine chimere du type SAH 
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insertion stricte. Dans un autre mode de realisation, le peptide peut etre repete 
plusieurs fois dans la chimere. 

5 EXEMPLE Z 

PROTOCOLE D'INSERTION TOTALE OU PARTIELLE DE PEPTIDE EN 
UTIUSANT DEUX SITES DE RESTRICTION UNIQUES ET NATURELS. 

Dans un mode de realisation particulier, I'utilisation de deux sites de 
restriction uniques permet de construire des genes codant pour des chimeres 
10 ayant le peptide actif en insertion stricte ou en substitution ou en insertion partielle. 

Par exemple, I'existence des sites uniques Hind i et Ajall dans la sequence 
codante de SAH et dans le vecteur permet de generer un fragment Hjrjdlll-Mindlll A 
Uincll-AMll. L'elimination du fragment nucleotidique Hinc ll-Avrll correspond a la 
del6tion du fragment peptidique T(420) - N(429). L'utilisation d'un oligonucleotide 
15 complementaire approprie permet de doner un peptide en phase codante dans le 
gene de la SAH. Ce fragment de restriction peut etre exclusivement la sequence 
codante complementaire du peptide ou peut correspondre a un panachage de la 
sequence codante du peptide actif et de la sequence codante du fragment T(420) - 
N(429) de la SAH. Le peptide actif peut etre present plusieurs fois dans la chimere. 

20 

EXEMPT 3 

PLASMIDES D'EXPRESSION 

Les proteines chimeres des exemples precedents peuvent etre exprimees 
dans les levures a partir de promoteurs fonctionnels, regulables ou constitutifs, tels 

25 que, par exemple, ceux presents dans les plasmides pYG105 (promoteur LAC4 de 
Kluyveromyces Jadis). pYG106 (promoteur PGJS de Saccharomyces cerevisiae) . 
pYG536 (promoteur PHQ 5 de S.cerevisiae) . ou des promoteur hybrides tels que 
ceux decrits dans la demande de brevet EP 361 991. Les plasmides pYG105 et 
pYG106 sont ici particulierement utiles car ils permettent I'expression des genes 4 

30 codes par les fragments de restriction Hind lll tel que decrits dans les exemples 
precedents et clones dans le she Hindlll et dans I'orientation productive (definie 
comme l'orientation qui place la region "prepro" de I'albumine de facon proximale 
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par rapport au promoteur de transcription), a partir de promoteurs fonctionnels 
chezKJacJiS, regulables (pYG105) ou constitutifs (pYG106). Le plasmide pYG 105 
correspond au plasmide pKan707 decrit dans la demande de brevet EP 361 991 
dans lequel le site de restriction Hind lll unique et localis6 dans le gene de 
5 resistance a la geheticine (G418) a ete detruit par mutagenese dirigee tout en 
conservant une proteine inchangee (oligodeoxynucleotide 5"-GAAATGCATAAG- 
CTCTTGCCATTCTCACCG-3•). Le fragment Sail-Sad codant pour le gene URA3 
du plasmide mute a ete ensuite remplace par un fragment de restriction Sall -Sacl 
comportant une cassette d'expression constituee du promoteur LAC4 de K. lactis 
10 (sous la forme d'un fragment SaJI-Hjjid.il I) et du terminates du gene PGK de £L 
cerevisiae (sous la forme d'un fragment tMII-3acJ). Le plasmide pYG105 est 
mitotiquement tres stable chez les levures Kluweromyces . II est represents en 
figure 3. Les plasmides pYG105 et pYG106 ne different entre eux que par la 
nature du promoteur de transcription encode par le fragment Sall -Hind lll. 

15 

EXEMPUE 4 ; 

TRANSFORMATION DES LEVURES 

La transformation des levures appartenant au genre Kluweromyces. et en 
particulier les souches MW98-8C et CBS 293.91 de K. lactis . s'effectue par 

20 exemple par la technique de traitement des cellules entieres par de I'acetate de 
lithium [Ito H. et al., J. Bacteriol. 1£3 (1983) 163-168], adaptee comme suit. La 
croissance des cellules se fait a 28°C dans 50 ml de milieu YPD, avec agitation et 
jusqu'a une densite optique a 600 nm (DOsoo) comprise entre 0,6 et 0,8; les 
cellules sont recoltees par centrifugation a faible vitesse, lavees dans line solution 

25 sterile de TE (10 mM Tris HCI pH 7,4; 1 mM EDTA), resuspendues dans 3-4 ml 
(facetate lithium (0,1 M dans du TE) pour obtenir une densite cellulaire d'environ 2 
x1 0 8 cellules/ml, puis incubees a 30°C pendant 1 heure sous agitation moderee. 
Des aliquotes de 0,1 ml de la suspension resultante de cellules competentes sont 
incubes a 30°C pendant 1 heure en presence d'ADN et a une concentration finale 

30 de 35% de polyethyldne glycol (PEG 40 oo. Sigma). Apres un choc thermique de 5 
minutes a 42°C, les cellules sont lavees 2 fois, resuspendues dans 0,2 ml d'eau 
sterile et incub6es 16 heures a 28°C dans 2 mi de milieu YPD pour permettre 
I'expression phenotypique du gene de resistance au G418 exprim6 sous contrdle 
du promoteur P k1 (cf. EP 361 991); 200 pi de la suspension cellulaire sont ensuite 
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etales sur boites YPD selectives (G418, 200 ug/ml). Les boites sont mises a 
incuber a 28°C et les transformants apparaissent apres 2 a 3 jours de croissance 
cellulaire. 

5 

EXEMPLE 5: 

secretiondeschimep.es 

Apres selection sur milieu riche supplements en G418 les clones 
recombinants sont testes pour leur capacite a secreter la forme mature des 

10 protfeines chimeres. Quelques clones correspondant a la souche CBS 293.91 ou 
MW98-8C transformfee par les plasmides d'expression des chimeres errtre la SAH 
et la partie biologiquement active sont mis a incuber en milieu YPD ou YPL a 28°C. 
Les sumageants cellulaires sont recuperes par centrifugation quand les cellules 
atteignent la phase stationnaire de croissance, eventuellement concentres 10 fois 

15 par precipitation pendant 30 minutes a -20°C dans une concentration finale de 
60% d'ethanol, puis testes apres electrophorese en ^el SDS-PAGE 0. soit 
directement par coloration du gel par du bleu de coomassie, soit apres immunoblot 
en utilisant des anticorps primaires diriges contre la partie biologiquement active ou 
un serum polyclonal de lapin dirige contre la SAH. Lors des experiences de 

20 detection immunologique. le filtre de nitrocellulose est d'abord incube en presence 
des anticorps primaires specifiques, lave plusieurs fois, incube en presence 
(fanticorps de chevre diriges contre les anticorps primaires, puis incube en 
presence d'un complexe avidine-peroxydase en utilisant le "kit ABC" distribue par 
Vectastain (Biosys S.A., Compiegne, France). La reaction immunologique est 

25 ensuite revelee par addition de diamino-3,3' benzidine tetrachlorydrate (Prolabo) 
en presence cfeau oxygenee, selon les recommandations du fabricant. 

EXEMPLI 6; 

30 PURIFICATION DES CHIMERES 

Les chimeres presentes dans les surnageants de culture correspondant a la 
souche CBS 293.91 transformee, sont caracterisees dans un premier temps a 
I'aide d'anticorps specifiques de la partie SAH. II peut etre souhaitable de purifier 
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certaines de ces chimeres. La culture est alors centrifugee (1 OOOOg, 30 min>, le 
surnageant est passe a travers un filtre de 0,22 mm (Millipore), puis concentre par 
ultrafiltration (Amicon) en utilisant une membrane dont le seuil de discrimination se 
situe a 30 kDa. Le concentrat obtenu est alors dialyse contre une solution de Tris 

5 HCI (50 mM pH 8) puis purifie sur colonne. Par exemple, le concentrat 
correspondant au surnageant de culture de la souche CBS 293.91 transformee est 
purifie par chromatographic d'atfinite sur Bleu-Trisacryl (IBF) et les echantillons 
sont ensu'rte dialyses contre de I'eau. Une purification par tamis moleculaire peut 
etre ensuite realisee. Dans ce cas, une colonne Superose 12 (Pharmacia) est 

10 prealaWement equilibree dans du tampon 20mM NaH2P04 100mM NaCI pH 7.0 
et les echantillons issus de la chromatographie d'atfinite sont charges sur la 
colonne, recolt6s et caracterises. Une purification par chromatographie d'echange 
cfions peut egalement etre utilisee. Dans certains cas, le concentrat obtenu apres 
ultrafiltration est dialyse contre une solution de Tris HCI (50 mM pH 8), puis d6pose 

15 par fractions de 20 ml sur une colonne (5 ml) echangeuse de cations (S Fast Flow, 
Pharmacia) equilibree dans le meme tampon. La colonne est alors lavee plusieurs 
fois par la solution de Tris HCI (50 mM pH 8) et la proteine chimere est alors eluee 
de la colonne par un gradient (0 a 1 M) de NaCI. Les fractions contenant la 
proteine chimere sont alors reunies et dialysees contre une solution de Tris HCI 50 

20 mM (pH 8) puis redeposees sur colonne S Fast Flow. Apres elution de la colonne, 
les fractions contenant la proteine sont reunies, dialysees contre de Teau et 
tyophilisees avant caracterisation. 

25 EXEMPLE 7: 

INSERTION DU PEPTIDE 11 DANS LA SEQUENCE DE L'ALBUMINE 

Le peptide 11 a ete decrit en tant qu'epitote de la tryptophane synthase 
(Larvor et al. Mol. Immunol. (1 991 ) 28, 523-531 ). 

30 

1. Insertion stride dans une region ayant naturellement des sites de 
restriction uniques 
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Le peptide 1 1 a la sequence peptidique suivante dans le sens N a C 
terminal: HGRVGIYFGMK. La strategic d'insertion dans la zone Hinc ll-Avrll a 
consiste a faire une ligature entre un fragment nucleotidique synthetise codant 
pour le peptide 1 1 et tel que le cadre de lecture pour la sequence codante de la 
5 SAH sort respecte et que la nature de la sequence codante de la SAH soit celle 
cTorigine. Dans un premier temps nous avons done synthetise les deux 
oligonucleotides suivants 5'- 

CCATGGTAGAGTAGGTATCTATTTCGGTATGAAAACTCCAACTCTTGTAGAGGT 
CTCGAGAAAT-3" et 5*- 

10 CTAGATTTCTCGAGACCTCTACAAGATGTGGAGTTTTCATACCGAAATAGATAC 
CTACTCTACCATGG-3'. Ces deux oligonucleotides ont ete hybrides puis ligatures 
au fragment MndJII-HjrjdJII A Hinc ll-Avrll. generant ainsi la totalite du gene de la 
SAH comportant I'insertion totale du peptide 11 entre S(419) et T(420), imme- 
diatement precedee de la region d'exportation'prepro" de la SAH. Ce fragment est 

15 clone dans I'orientation productive et dans le site Hind lll du plasmide pYG1 05. 

2. Insertion par substitution et addition dans une region ayant naturellement 
des sites de restriction uniques 

20 Dans un autre mode de realisation, les oligonucleotides synthetises ont ete 

les suivants : 5'-CCATGGTAGAGTAGGTATCTATTTCGGTATGAAA-3' et 5- 
CTAGTTTCATACCGAAATAGATACCTACTTCTTACCATGG-3'. Ces deux 
oligonucleotides sont hybrides puis ligatures au fragment Hind lll- Hind lll A Hinc ll- 
A^rJI, generant ainsi le gene d'une chimere ampute des residus T(420) a N(429) et 

25 substitues par la sequence du peptide 1 1 . Ce fragment est clone dans forientation 
productive et dans le site Hind lll du plasmide pYG105. 

3. Insertion stride dans une region ne possedant pas de sites de restriction 
uniques 

30 

Dans un autre mode de realisation, deux sites de restriction uniques, Sst I 
et Xho 1, ont ete crees par mutagenese dirigee. Le meme type de clonage 
directionnel a ete realise. Dans le cas de I'insertion totale du peptide 1 1 entre les 
residus A(191) etS (192), les deux oligonucleotides suivants ont ete synthetises :5*- 
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ACGGGATGAAGGGAAGGCCCATGGTAGAGTAGGTATCTATTTCGGTATGAAA- 
3* et S- 

TCGATTTCAtTACCGAAATAGATAGCTACTCTACCATGGGCCTTCCXJTTCATCC 
CGTAGCT-3' . On procede ensuite, selon le protocole deja decrit aux points 1 ou 
5 2 precedents, pour la realisation du plasmide d'expression correspondant 

4. Insertion par substitution dans une region ne possedant pas de sites de 
restriction uniques 

10 L'insertion necessite au prealable la creation des deux sites de restriction 

Sst I et Xho 1 . Pour l'insertion partielle en soi, les deux oligonucleotides suivants 
ont ete synthetises: 5 , -ACATGGTAGAGTAGGTATCTATTTCGGTATGAAA-3* et 

5 , -TCGATTTCATACCGAAATAGATACCTACTCTACCATGTAGCT-3 # . Dans C© 
dernier cas, les residus R(186) a A(191) sont deletes et substitues par le peptide 

15 11. Les deux plasmides d'expression de ces chimeres sont respectivement 1671 et 
1667. 

Chacun des plasmides, obtenus aux points 1, 2, 3 et 4, est utilise pour 
transformer une souche de levure selon le protocole decrit en exemple 4. les 
proteines correspondantes sont secretes et purifiees seon les exemples 5 et 6. 

20 

EXEMPLE 8 

INSERTION DE LA SEQUENCE PEPTIDIQUE IEGR, SUBSTRAT DU FACTEUR 
Xa 

25 

On procede a l'insertion du peptide contenant la sequence IEGR, cible du 
facteur proteasique Xa, qui coupe la prothrombine en thrombine dans la cascade 
de reactions intervenant dans la coagulation sanguine. 

30 1. Insertion stride dans la region 5 ay ant un site Pvull unique 

Pour effectuer cette insertion au site Pvu II du gene de I'albumine, il est 
dans un premier temps creer un vecteur replicatif depourvu du site Pvu II, dans 
lequel est ensuite insere le gene codant pour la prepro albumine. Les deux 
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oligonucleotides complementaires suivants, codant pour la sequence IEGR, ont 
egalement ete synthases: 5'-GATCCATAGAAGGTCGACTAG-3* et 3*- 
CTAGGTATCTTCCAGCTGATC-5'. Ces deux oligonucleotides sont ensurte 
hybrides puis inseres au niveau du site Pvu II du gene de I'albumine. Les 
5 modifications que leur insertion fait apparaitre sur les sequences nucleotidiques el 
peptidiques de I'albumine sont reportees sur la figure 4. La strategie de clonage est 
schematise© en figure 5. 

Cette constnjction illustre le cas ou des sequences de jonction sont 
introduites de part et d'autre du peptide d'interet. 

10 

^Insertion dans la region 13. 

La figure 6 decrit une strategie de clonage d'un peptide dans la region 13. 

Dans ce qui suit, les sites de restriction Sst I et Xho 1 ont ete crees par 
15 mutagenese dirigee. Dans le cas de la region 1 3 on a precede respectivement a 
une substitution totale et une substitution addition de la sequence IEGR simple ou 
encadree de sequences de jonction. > 

En ce qui concerne la substitution totale, les oligonucleotides utilises sont 
les suivants: 
20 5"- CAGAATCGAAGGTAGAGCC-3' et 

5"- TCGAGGCTCTACCTTCGATCGAGGGTAGCT- 3" 

Au niveau proteique, la sequence (187)DEGK est substrtuee par IEGR. 

Dans le second cas, les oligonucleotides utilises sont les suivants: 
25 ff- ACCCTCGATCGAAGGTAGATCTCCA- 3' 

ff- TCGATGGAGATCTACCTTCGATCGAGGGTAGCT-3' 

Au niveau proteique, I'albumine est amput6e du residu R(186) au residu 
A(191) et remplacee par la sfequence PSIEGRSP conduisant done a une addition 
de deux residus. 

30 Les proteines correspondantes sont secretees et purifiees suivant les 

protocoles decrits dans les exemples precedents, le tableau I ci-apres rend compte 
des caracteristiques de ces chimeres. 
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Albumine 
incorporant: 


Taux d'expression 
uq/l 


Rendement 
purification 


Purete finale 


IEGR 


150 


15 


98 


PSIEGRPS 


110 


36 


96 



TABLEAU I 



5 3 Activite biolQQiQue de la chimere obtenue selon I 'exemple 8.1 

La chimere est incubee en presence de facteur Xa bovin dans un rapport 
enzyme/substrat de 1/10 et dans un tampon Tris 50mM, NaCI 100mM, CaCl2 1mM, 
pH 8.0 pendant 3 heures a 37°C. A Tissue de ce traitement, on realise une analyse 
10 SDS PAGE qui met en evidence le clivage de la chimere caracterise par la 
generation cfun fragment cfalbumine de masse de I'ordre de 60kD. 



EXAMPLE 9 

15 INSERTION D'UN EPITOPE DE L'APOLIPOPROTEINE AIV DANS LA ZONE 13. 

A partir de la sequence de I'Apo AIV, la technique d'epitope mapping a mis 
en evidence un epitope lineaire de 9 residus, reconnu par I'anticorps monoclonal 
M03. La sequence de cet epitope est RMERVLREN. 

20 

1. Insertion et substitution dans la zone 13 

Les sites uniques Sst et Xho1 sont utilises comme decrit dans les exemples 
precedents. Les oligonucleotides utilises sont: 
25 5 - GTCCCGGATGGAGCGCGTACTTAGAGAGAAT-3' et 

3*- TCGACAGGGCCTACCTCGCGCATGAATCTCTCTTAAGCT-5' 

La chimere generee est amputee des residus 186 a 191 inclus.auquels sont 
substitues/iriseres les residus de I'epitope precedemment decrit, precedes en N- 
terminal d*une s§rine. 
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La protfeine hybride est secretee et purifiee comme decrit dans les 
exemples 5 et 6. 

2. Caracterisation biologique 

La proteine chimere decrite ci-dessus. est adsorbee sur plaque EUSA et 
est reconnue par ranticorps M03 alors que I'albumine sauvage recombinants 
dans les memes conditions, ne donne pas de signal significatif. 
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RFVFNDICATIONS 

1. Polypeptide recombinant comportant au moins une partie active derivee 
d'un polypeptide, naturel ou synthetique, biologiquement actif, genetiquement 
inseree dans une albumine ou un de ses variants ou derives. 

5 2. Polypeptide selon la revendication 1 caracterise en ce que le polypeptide 
biologiquement actif possede une activite therapeutique et est d'origine humaine. 

3. Polypeptide selon la revendication 2 caracterise en ce que le polypeptide 
ayant une activite therapeutique est choisi parmi tout ou partie des enzymes, des 
inhibiteurs d'enzymes, des antigenes, des anticorps, des hormones, des 

10 recepteurs. des" facteurs de la coagulation, des interferons, des cytokines, des 
facteurs de croissance et/ou de differentiation, des facteurs impliques dans la 
genese/resorption des tissus osseux, des facteurs chimiotactiques, des facteurs de 
motilite ou de migration cellulaire, des facteurs cytostatiques, des facteurs 
bactericides ou antifongiques. ou des molecules adh6sives plasmatiques, 

15 interstitielles ou des matrices extracellulaires. \ 

4. Polypeptide selon I'une des revendications 1 a 3 caracterise en ce que le 
polypeptide ayant une activite therapeutique est choisi parmi toute sequence 
peptidique antagoniste ou agoniste d'interactions molecujaires et/ou cellulaires 
impliquees dans les pathologies des compartiments circulatoires et interstitiels. 

20 5. Polypeptide selon I'une des revendications 1 a 4 caracterise en ce que la 
partie active presente une structure choisie parmi : 

(a) la structure peptidique entiere ou, 

(b) un fragment de (a) ou une structure derivee de (a) par modification 
structurale (mutation, substitution, addition et/ou deletion d'un ou plusieurs residus) 

25 et conservant une activite therapeutique. 

6. Polypeptide selon I'une des revendications 1 a 5 caracterise en ce que la 
partie active est inseree strictement a I'interieur de I'albumine ou entouree de 
sequence de jonctions. 
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7. Polypeptide selon I'une des revendications 1 a 6 caracteris§ en ce que la 
parte active est inseree de pr6ference au niveau des regions de I'albumine 
presumees former des regions exposees a la surface de la molecule. 

8. Polypeptide selon I'une des revendications 1 a 7 caracterise en ce que la 
5 parte active est inseree au niveau de la region 5 s'etendant du residu 57 a 62 de 

I'albumine. 

9. Polypeptide selon I'une des revendications 1 a 7 caracterise en ce que la 
parte active est inseree au niveau de la region 8 s'etendant du residu 103 a 120 
de I'albumine. 

10 10. Polypeptide selon I'une des revendications 1 a 7 caracterise en ce que la 
parte active est inseree au niveau de la region 13 s'etendant du residu 178 a 200 
de I'albumine. 

11. Polypeptide selon I'une des revendications 1 a 7 caracterise en ce que la 
parte active est inseree au niveau de la region du residu 415 au residu 425 

15 delimitee par les helices h2 et h3 du domaine III dans I'albumine. 

12. Polypeptide selon I'une des revendications 1 a 12 caracterise en ce que la 
parte active y est inseree sous forme unique ou multiple. 

13. Polypeptide selon la revendication 12 caracterise en ce que la parte 
active est repeter plusieurs fois au meme endroit et/ou dans des regions 

20 differentes de I'albumine. 

14. Polypeptide selon I'une des revendications 1 a 13 caracterise en ce que 
les parties actives inserees sont de nature differente. 

15. Variant d'une sequence nucleotidique codant pour I'albumine ou un de ses 
variants ou derives integrant au moins un site de restriction unique non naturel. 

25 16. Sequence nucleotidique codant pour un polypeptide selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 14. 
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17. Sequence nucleotidique selon la revendication 16 caracterisee en ce 
qu'elle comprend une sequence "leader" permettant la secretion du polypeptide 
exprime. 

18. Cassette d'expression comprenant une sequence nucleotidique selon 
5 I'une des revendications 16 ou 17 sous le contrfile d'une region dln'rtiation de la 

transcription et eventuellement d'une region de terminaison de la transcription. 

19. Plasmide autoreplicatrf comportant une cassette d'expression selon la 
revendication 18. 

20. Cellule recombinante eucaryote ou procaryote dans laquelle a ete insere 
10 une sequence nucleotidique selon I'une des revendications 16 ou 17 ou une 

cassette d'expression selon la revendication 18 ou un plasmide selon la 
revendication 19. 

21. Cellule recombinante selon la revendication 20 caracterisee en ce qu'il 
s'agit d'une levure, d'une cellule animate, d'un champignon ou d'une bacterie. 

\ 

15 22. Cellule recombinante selon la revendication 21 caracterisee en ce qu'il 
s'agit d'une levure. 

23. Cellule recombinante selon la revendication 22 caracterisee en ce qu'il 
s'agit d'une levure du genre Saccharomyces ou Kluyveromyces. 

24. Precede de preparation d'un polypeptide tel que defini dans Tune des 
20 revendications 1 a 14 caracterise en ce que Ton cultive une cellule recombinante 

selon I'une des revendications 20 a 23 dans des conditions d'expression, et on 
recupere le polypeptide produit. 

25. Composition pharmaceutique comprenant un ou plusieurs polypeptides 
selon I'une quelconque des revendications 1 a 14. 

25 26. Composition pharmaceutique comprenant une sequence nucleotidique 
selon I'une quelconque des revendications 16 a 17 utilisable en therapie genique. 



1/6 



2719593 




Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Sal- I 

I 

GAG TCA GGA TCC ATA GAA GGT CGA CTA GCT GAA AAT 

E S G S T E S E L A E N 



62 



.CT GAA AAT 



Figure 4 




Figure 5 
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Figure 6 
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